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Title: Comparative study of cytotoxic effect of verotoxin1 on Vero and MCF-7 cells.  
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Introduction: Verotoxins are subunit toxins, that involve in pathogenesis of Enterohemorrhagic 
Escherichia coli. Early studies of cytotoxicity on tumor cells indicate that verotoxin1 is effective in in vitro 
and laboratory animals. Because of specific receptors on studied tumor cells, verotoxin1 exerts selective 
cytotoxicity. The purpose of this study was to compare the cytotoxicity of verotoxin1 on vero and MCF-7 cell 
lines. 
Methods: Toxin production in five verotoxigenic straines was screened by verotoxin–producing 
Escherichia coli-reverse passive latex agglutination test (VTEC-RPLA kit, Oxoid, Co, Ltd) and after 
confirming verotoxin1 production from one of them,toxin purified by affinity chromatography. Then Vero 
and MCF-7 cells treated with serial dilutions of toxin, and viability and fragmentation of genome were 
studied . 
Results: Our results indicated that MCF-7 cells was also susceptibile. The Lethal Dose 50% (LD 50%) for 
the treated cells was about 50 nanograms of toxin per milliliter. Evidences of apoptosis in the cells were 
studied by the fragmentation of DNA. 
Conclusion: Our results are in accordance with previous studies about cytotoxicity of verotoxin1 against 
human tumor cells and specially breast cancer lines. It indicates that verotoxin1 can be used as a potential 
selective cytotoxic factor against wide variety of human tumors.  
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  م مجله پژوهشی حکی

  
 

  : چکیده
ا کولی انتروهموراژیک دخالت های اشرشی که در پاتوژنز سویه،  سمومی با ساختمان دو بخشی هستند1ها وروتوکسین :مقدمه
های توموری در  مطالعات اولیه درمان برخی تومورهای سرطانی و نیز بررسی اثرات سیتوتوکسیسیته این سموم روی رده. دارند

های  این سموم به دلیل دارا بودن گیرنده .وانات آزمایشگاهی نشان دهنده اثر بخشی آنهاست و حی2شرایط محیط کشت
  .نمایند های توموری مطالعه شده بصورت انتخابی عمل می ردهاختصاصی بر روی 

 سویه مولد وروتوکسین بدست آمده از انستیتو پاستور ایران و آزمایشگاه 5در این تحقیق ابتدا سم تولید شده از  :روش کار
در مرحله بعد  . تخلیص شدبا استفاده از کروماتوگرافی جذبی، یدأیرفرانس بو علی با استفاده از کیت آگلوتیناسیون معکوس ت

 و شکستگی ژنوم آنها 4ها و قابلیت زنده ماندن سلول،  تاثیر داده شدMCF-7  و3 وروهای های مختلف سم بر روی سلول رقت
  .مورد بررسی قرار گرفت

نوگرم در هر نا 50 دارند و مقدار 1 ای به وروتوکسین حساسیت فوق العاده  MCF-7های  ل بدست آمده نشان داد که سلو :نتایج
های شکستگی ژنوم سلولی الگوی مشخصی   بررسی.کند  ایجاد میCD 50% درصد 50ز سیتوتوکسیک ومیلی لیتر اثری معادل د

  .از بروز پدیده آپوپتوزیز را نشان می دهد
طانی انسانی های سر  برای بسیاری از سلول1 های قبلی در مورد سیتوتوکسیسیته وروتوکسین  نتایج این تحقیق با بررسی:بحث

تواند به عنوان یکی از مواد بالقوه   می1 دهد که وروتوکسین و نشان می های توموری پستان  همخوانی دارد از جمله رده
  . انسانی مورد استفاده قرار گیردسیتوتوکسیک انتخابی علیه طیف وسیعی از تومورهای

  

  . MCF-7، های ورو  سلول،1 وروتوکسین :واژگان گل
  

  :قدمهم
سمومی با سـاختمان زیـر      ،  ها یا سموم شبه شیگا     وتوکسینور

هـای اشرشـیا کـولی و         که توسط برخی از سـویه      ،واحدی هستند 
ایـن سـموم بـه دلیـل         .شـوند   تولید می  1 شیگلا دیسانتریه تیپ  

ساختمان زیر واحدی پروتئینی جزء قویترین سموم شناخته شـده          
ال آبکـی یـا     های مولد وروتوکسین علاوه بر اسه      باکتری .هستند

 6و کولیـت هموراژیـک   5خونی در بروز سندرم اورمی همولیتیـک  
  . )1( نیز نقش دارند

 کونووالکوک و همکارانش اولین بـار گـزارش         1977در سال   
های اشرشیا کـولی اثـرات سیتوتوکـسیک      که برخی سویه  ،کردند

ــد روی ســلول ــای ورو دارن ــسین  ،ه ــدین ســبب آن را وروتوک  ب
 شـناخته   2 و 1ها به دو نوع اصـلی        وتوکسینور .گذاری کردند  نام
   از نظر ساختمانی و ایمنی شناسی مشابه سـم شـیگا            1  نوع ،شده

  
1- Verotoxin  
2- In vitro  
3- Vero  
4- Viability  
5- Hemolytic uremic syndrome 
6- Hemorhagic colitis 

  

  

ایـن سـموم     .شـود   تولید مـی   1که از شیگلا دیسانتریه نوع      .است
  و 32 و به ترتیـب حـدود        ، هستند B و   Aکل از دو زیر واحد      متش

 بخش سـمی اسـت کـه    A زیر واحد . کیلو دالتون وزن دارند   5/7
گلیکوزیدازی اسـت و بـا حـذف بـاز آدنـین از             – Nدارای فعالیت   

ــت  ــرگ   28srRNA  در4324موقعی ــروتئین و م ــنتز پ ــانع س  م
م بخش ملکولی گیرنده اصلی این س     . شود های حساس می   سلول

 یـا گلوبوتریـا اوسـیل سـرامید         Gb3های حـساس     بر روی سلول  
 B هـای لنفوسـیت     در سـطح سـلول     CD-77های   که بنام ،  است

 Pهـای خـونی       در سـطح سـلول     pKیا آنتـی ژن      مراکز زاینده و  
ها   این گیرنده علاوه بر بخش کورتیکال کلیه       .)2( شود نامیده می 

هـای   ز سـلول   در سـطح بـسیاری ا      ،های اندوتلیال عروق   و سلول 
هـا بـه     بنـابر ایـن وروتوکـسین      .ی شده است  یتوموری نیز شناسا  

عنوان یکی از مواد سیتوتوکسیک انتخـابی بـرای درمـان انـواع             
هـای   در سـال  ). 3-9( اند تومورها مورد مطالعه و توجه قرار گرفته      

اخیر دو مورد از درمان تومورهای بدخیم مننژیوما و آستروسیتومای          
  ).5 و 4( ر کانادا گزارش شده استمقاوم به درمان د

هـای مهـم در تـشخیص و         سرطان پستان علیرغم پیـشرفت    
 اگرچه وجود داروهـای     .درمان هنوز از معضلات شایع زنان است      
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مـدولاتورهای گیرنـده     (2 و رالوکسیفن  1ثری مانند تاموکسیفن  ؤم
و یـا داروهـای داخـل تومـوری         ) هـا  استروژنی یا آنتی اسـتروژن    

هــای  ممانعــت کننــده (  و لتــروزول(Armidex)آناســترازول 
که به همراه اشعه درمانی و یـا ادجوانـت درمـانی در              )آروماتازی

 سال گذشته جان بسیاری از زنـان مبـتلا را نجـات داده              30طی  
ولی معایب مختلفی از جمله عود موارد بیماری ناشی          ).10( است

ف اثـرات ناشـی از مـصر      ،  از متاستاز در چند ماه پـس از درمـان         
یدها و خطرات سـرطان     یداروها بر روی متابولیسم گلوکوکورتیکو    

سـبب محـدودیت     )12 و 11(بعد از شیمی درمانی سرطان سـینه        
  .های درمانی شده است استفاده از این سیستم

هدف اصلی این تحقیق با توجه بـه سـابقه مطالعـات انجـام              
ــرات سیتوتوکــسیک وروتوکــسین ، شــده ــر روی 1 بررســی اث  ب
هـای ورو بـوده     در مقایـسه بـا سـلول    MCF-7وموریهای ت رده
  . است

 بر  1 با توجه به سابقه مطالعات سیتوتوکسیسیته وروتوکسین      
های توموری مختلف و اثبات وجود گیرنـده مربوطـه           روی سلول 
 بـه عنـوان مـدل و نمونـه      MCF-7های تومـوری   رده،روی آنها

 تحقیق  های توموری کارسینومای پستانی در این      شاخصی از رده  
  . استفاده شده است

  
  : کار روش

های مولد وروتوکسین از انستیتو پاستور ایران و آزمایشگاه          سویه
آگـار و   % 2 بـا  3TSB از محـیط کـشت    . رفرانس بوعلی تهیه گردید   

  4Gb3 خـشک و   545سـلیت   ) سـیگما (سولفات پلـی میکـسین ب       
کیـت  .  تخلیص و استخراج سـم اسـتفاده شـد         ،برای تولید ) سیگما(

) اکـسوئید  (5VTEC-RPLA ولوژیک آگلـو تیناسـیون معکـوس      سر
 2  و1 برای بررسی وجود و تعیین نـوع و تیتـر سـموم وروتوکـسین             

 نیـز از بانـک سـلولی        MCF-7های سـلولی ورو و       رده. استفاده شد 
  .انستیتو پاستور ایران تهیه شد

  

  :1تولید و تخلیص وروتوکسین
 دور  150جه با    در 37 دمای   ،TSB سویه در محیط     5هر یک از    

سپس سوسپانسیون  .  ساعت کشت داده شدند    24در دقیقه به مدت     
 میکـرون اسـتریل و بـا اسـتفاده از کیـت             45/0ها با فیلتـر      باکتری

                                                            
1 - Tamoxifen 
2 - Raloxifen  
3 - Tripticase soy broth 
4 - Globotriaocyl ceramide 
5 - Verotoxigenic Escherichia coli-reverse-passive latex 
agglutination 

  

VTEC-RPLA     یا عـدم     تولید و  ، طبق دستور العمل کارخانه سازنده
ها که تنها    یکی از سویه  .  بررسی شد  2  و 1 تولید دو سم وروتوکسین   

 کشت و در شـرایط      TSB در محیط    ، بود 1 وروتوکسینتولید کننده   
بنام   درصد گلیسرول به عنوان استوک نگهداری و       10 درجه و    -20

PA101نامگذاری شد .  
 درصـد  2 بـا    TSB درجه و محیط کـشت       37 در   PA101سویه  

آوری و با بافر      ساعت جمع  24ها بعد از     کلنی باکتری . آگار کشت شد  
گـرم در هـر      میلی 3/0 سپس با    .دفسفات استریل شستشو داده شدن    

 37لیتر از پلی میکسین ب سولفات بـه مـدت نـیم سـاعت در                 میلی
محلـول   .شودج   استخرا 1  تا وروتوکسین  ،درجه مجاورت داده شدند   

 حاوی سم با استفاده از آنتی پروتئاز فنیل متیـل سـولفونیل فلورایـد             
6(PMSF)    دیالیز و   ،لیتر استریل  مولار در هر میلی     میلی 30 با غلظت 

پس از لیوفیلیزه کردن با استفاده از کروماتوگرافی جذبی تخلـیص و            
هـای    به عنـوان سـم خـالص بـرای بررسـی           ، لیوفیلیزه شده  مجدداً

  . )5( سیتوتوکسیسیته استفاده شد
  

  : MCF-7های ورو و  تعیین قابلیت زنده بودن سلول
 سلول در هر چاهک پلیت      10000های سلولی    از هر یک از رده    

 درصد سـرم جنـین   RPMI-1640  10ای در محیط کشت   خانه96
 سـاعت   24 درجـه بـه مـدت        37 و   Co2 درصـد    5گاوی در شرایط    

های مختلف سم  سپس با تعویض محیط کشت با غلظت. انکوبه شد
تیمـار  ) 1 لیتر وروتوکسین   نانوگرم در هر میلی    100،  50 ،5،  1/0،  0(

تعـداد  . تهـر غلظـت بـه صـورت سـه تـایی صـورت گرف ـ               .شدند
های زنده و مرده بـا اسـتفاده از جـذب رنـگ تریپـان بلـو در                   سلول

بدون تیمـار  ( بعد از تیمار در مقایسه با گروه شاهد  3  و 2 ،1روزهای  
 درصد سـم بـرای هـر رده سـلولی           50و مقدار سیتوتوکسیک    ) سم

  .)3( محاسبه گردید
  

  :ها بررسی قطعه قطعه شدن ژنوم سلول
 سلولی پس از مجاورت بـا سـم         DNAمیزان قطعه قطعه شدن     

تعـداد یـک میلیـون سـلول در هـر            :بر اساس روش زیر انجام شـد      
 50  و 5هـای    غلظـت ( روز بـا     1ای به مدت      خانه 6چاهک از پلیت    

 . تیمـار شـد    1 وروتوکـسین ) MCF-7نانوگرم به ترتیب برای ورو و       
- تریس 10mM(و در بافر لیز سرد  ها با بافر فسفات شستشو سلول
HCL  باpH  1 ،4/7 برابرmM از EDTA  درصد از تریتـون   2/0 و

X-100(    سپس با سانتریفوژ    . درجه لیز شدند   4 دقیقه در    15به مدت
ــه مــدت 14000g در ــه   دقیقــه لیــزات ســلول15 ب هــا حــذف و ب

 2/0ین مقـدار    یهـای بـا وزن ملکـولی پـا         سوپرناتانت حاوی ملکول  
                                                            
6 - Phenyl Methyl Solfonyl Floride 
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 سـاعت   4 درجه به مدت     37  در Kلیتر از پروتئیناز     گرم در میلی   میلی
کلروفرم اسـتخراج و     / سلولی دو بار با فنل     DNA  سپس ،افزوده شد 

  به مدت یکشب رسوب داده و بـا سـانتریفوژ در           -20°با اتانول سرد    
14000g    آوری و پلـت      درجه جمع  4 دقیقه در    15 به مدتDNA در 

بعـد از یـک سـاعت تیمـار بـا           .  حـل شـد    TE میکرولیتر از بافر     15
RNAse  درجه بـا اسـتفاده از بـافر   37در loading  1گـارز  ا در ژ ل 

هـا زیـر    درصد دارای اتیدیوم بروماید وجود شکستگی بین نوکلئوزوم 
  . )14(  بنفش بررسی شدینور ماورا

  
  : ها یافته

 تیمار شـده   MCF-7های ورو و ای از سلول  نمونه1 در شکل
سـکوپی  مشاهدات میکرو ،   نشان داده شده است    1 با وروتوکسین 

ها مانع اتصال آنها      با سلول  1نشان داد تیمار همزمان وروتوکسین    
هـای میکروپلیـت     هـای کـشت و یـا چاهـک         در سطح فلاسـک   

. کنـد  شود و حداکثر سیتوتوکسیسیته را بر روی آنها ایجاد می          می
  MCF-7هـای  در همه مطالعات انجام شده حساسیت کمتر سلول

  . مشاهده شد1 نسبت به رده ورو در برابر وروتوکسین
 ـ     MCF-7هـای    سـلول  :الـف  -1 شکل  20ثیر  أ کـه تحـت ت

هـا و    گرد شدن سلول   و  قرار گرفته است   1 نانوگرم از وروتوکسین  
  . شوند اثرات سیتوپاتیک به وضوح مشاهده می

  نانوگرم از وروتوکسین20های ورو که با      سلول :ب -1 شکل
ها و دفرمه     اثرات شدید از جمله گرد شدن سلول       ،اند  تیمار شده  1

  .شود شدن آنها مشاهده می
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 نـانوگرم از    20 تیمار شده بـا      MCF-7سلول  :  الف -1شکل  

   1ورتوکسین 
  
بـه   1 ب منحنـی اثـرات وروتوکـسین     الـف و -1 نمـودار  در
   و ورو   MCF-7هـای    بر روی قابلیت زنـده مانـدن سـلول        ترتیب  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ــکل  ــلول: ب -1ش ــا   وروی س ــده ب ــار ش ــانوگرم 20تیم  ن
   1ورتوکسین 

  
غلظتـی از    % 50ز سیتوتوکسیک   و مقدار د  ،نشان داده شده است   

% 50هـا سـبب مـرگ         روز از تیمار سـلول     3که بعد از     سم است 
 نـانوگرم   50مقدار   .شود های موجود در کشت تک لایه می       سلول

هـای ورو دارای اثـر        نانوگرم برای سـلول    5 و   MCF-7برای رده   
 .ندهست% 50 وتوکسیکسیت

  
  
  
  
  
  
  
  

  

 بر قابلیـت زنـده مانـدن        1اثر وروتوکسین   :  الف -1نمودار  
   MCFهای  سلول

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 بـر قابلیـت زنـده مانـدن         1اثر وروتوکـسین    : ب -1نمودار  
  های ورو  سلول
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  اثر سم بر روی سلولهای ورو
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  45                     دکتـر مرتضـی سـتاری و همکاران                          

  دوم شماره ،هشتمدوره ، 84 تابستان

 استخراج شـده از     DNAای از الکتروفورز     نمونه -2 در شکل 
 تیمــار نــشده بــا هــای هــای تیمــار شــده در کنــار ســلول ســلول

 وجود باندهای مختلـف کـه       . نشان داده شده است    1 وروتوکسین
 از  ،ها اسـت   نشان دهنده شکستگی ژنوم از نواحی بین نوکلئوزوم       

کــه در  .هاســت معیارهــای آپوپتــوزیز تحریــک شــده در ســلول
در  .شود های مربوط به سیتوتوکسیسیته از آن استفاده می         بررسی

در  .تگی در ژنـوم مـشخص اسـت       هر دو رده سلولی وجود شکس     
 تیمار شده   MCF-7های ورو و      به ترتیب سلول   2 و 1های   ستون

 بـدون   MCF-7هـای ورو و   سـلول 4 و 3های  با سم و در ستون
  .شوند تیمار سم مشاهده می

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  
    4      3         2       1  

  

   1الکتروفورز ژنوم تیمار شده با وروتوکسین  -2شکل 
  
  : بحث

های  ن6ئی از پروت(SLT1) 1  یا شبه سم شیگا 1 ینوروتوکس
 توسـط    که عمـدتاً   .های یوکاریوتی است   غیر فعال کننده ریبوزوم   

 و یـا    O157:H7های پاتوژنیک اشریـشیا کـولی سـروتیپ          سویه
 تولید و سبب    (EHEC)های انتروهموراژیک اشریشیا کولی      سویه

ای ه ـ که در سطح خـود دارای ملکـول        شود هایی می  مرگ سلول 
Gb3    و یا CD77 در ایـن تحقیـق  نـشان داده شـد کـه        . هستند

 MCF-7 مانع رشد رده توموری پستانی انسان بنام 1 وروتوکسین

ها به اندازه سـلول ورو کـه بطـور           حساسیت این سلول  ،  شود  می
 نیـست   ،شـود  ها استفاده می   ی وروتوکسین یاستاندارد برای شناسا  

ات سیتوتوکسیک شـدیدی    ولی مقادیر بسیار کمی از این سم اثر       

 کـه نـشانه حـساسیت زیـاد آنهـا بـه             ،کند بر روی آنها ایجاد می    
  . است1 وروتوکسین
ــراً ــده گلیکــو لیپیــدی ایــن ســم در ســطح  اخی  وجــود گیرن

 به همراه لنفوما و میلوما بررسی شده        ،های سرطانی پستان   سلول
، هـا  ولی علیرغم وجود گیرنده زیاد در سـطح برخـی از رده           ،  است
 این . گزارش شده است   1 یت متفاوتی در برابر وروتوکسین    حساس

نشان دهنده دخالت سـایر عوامـل در سیتوتوکسیـسیته ناشـی از             
  . )8( هاست  بر روی این سلول1 وروتوکسین

 عامــل فعــال آنتــی نئوپلاســتیک موجــود در 1 وروتوکــسین
باکتریوسین نیمه خالص است کـه چنـدین سـال قبـل اثـر ضـد          

 فیبروسارکومای موشی نشان داده شده است     توموری آن بر روی     
 در سـطح    Gb3های توموردار دارای     درمان موش بطوریکه  . )15(

و برای   )16( های توموری مانع متاستاز تومورها شده است       سلول
 مننژیومـا ،  )4و3(های توموری مختلف از جمله آستروسـیتوما         رده

 از پیونـد    بیماری لنفـو پرولیفراتیـو بعـد      ،  )16( لنفوم بورکیت ،  )5(
هــای   میلــوم مولتیپــل و رده،)6(ناشــی از ویــروس اپــشتین بــار 

اثــرات ضــد تومــوری و سیتوتوکسیــسیته ) 8(ســرطانی پــستان 
ای داشـته     نتایج بسیار درخـشان و امیـدوار کننـده         1 وروتوکسین

ی در برابر این سم حساسیت یهای مقاوم چند دارو  ردهحتی .است
  .دارندهای نرمال  بیشتری نسبت به سلول

هـای تومـوری      در سلول  Gb3ها سطح    در بسیاری از سرطان   
ــه ســلول ــسبت ب ــزایش مــی  ن ــد هــای نرمــال اف و حتــی در  یاب

هـای رده سـلولی زاینـده از جملـه کوریـو کارســینوما و       سـرطان 
زیـر   .)9(  از مارکرهای سرطانی شدن آنهاسـت      Gb3ها نیز    بیضه
ک آپوپتـوزیز    قادر به تحری   A  سم بدون فعالیت زیر واحد     Bواحد  
 ، علاوه بر  توقف ساخت پـروتئین       1  بنا بر این وروتوکسین    ،است

هــای  بــا اســتفاده از تحریــک کاســپازهای غــشای میتوکنــدری
 سـبب  ،توانـد   مـی Aهای حساس و مـستقل از زیـر واحـد         سلول

 .)17( شـود   Gb3های حساس دارای تحریک آپوپتوزیز در سلول
 کـه در تمـایز و       ،ی اسـت  این پدیده از مهمترین فرایندهای سلول     

 گیـرد  حفظ هوموستاز موجودات پر سلولی مورد استفاده قرار مـی         
  .و اساس طراحی داروهای ضد نئو پلاستی است) 4(

 ساعت پس از شـروع      3 ،بررسی شده  MCF-7 های در سلول 
 شکستگی ژنـوم بـا الکتروفـورز مـشاهده          1 تیمار با وروتوکسین  

هـا در معـرض سـم         سلول ، و در صورتیکه همزمان با پاساژ      ،شده
های شاهد مانع اتـصال     بطور کلی در مقایسه با سلول     ،  قرار گیرند 

 و پـروتئین  bcl-2ژن   .شود های کشت می   ها به ته فلاسک    سلول
  ریزی شـده    های ممانعت از پدیده مرگ برنامه      مربوطه یکی از راه   
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  ... بر روی 1 تیپ ینـ         اثرات سیتوتوکسیک وروتوکس                                                             46   

  م مجله پژوهشی حکی

هـا و تـا      که بـا جـایگیری در غـشای میتوکنـدری         ،  هاست سلول
هـسته و شـبکه اندوپلاسـمی مـانع رهـا شـدن             حدودی غشای   

های  این پروتئین در سلول    .شود ها می   از میتوکندری  Cسیتوکروم  
MCF-7     علیرغم ایـن گزارشـات     . )18( شود بیش از حد تولید می
 1 دهد که وروتوکـسین    های الکتروفورز آگارز ما نشان می      بررسی

 را   تیمار شده اثرات شدید شکستگی ژنوم      MCF-7های   در سلول 
  .شود  که یکی از معیارهای آپوپتوزیز محسوب می،کند ایجاد می

های قبلی در مورد سیتوتوکسیسیته      نتایج این تحقیق با بررسی    
های سرطانی انسانی از جمله       برای بسیاری از سلول    1 وروتوکسین

 نـشان   نیـز . )8  و 3-6( های تومـوری پـستان همخـوانی دارد        رده
اند به عنوان یکـی از مـواد بـالقوه          تو  می 1 دهد که وروتوکسین   می

سیتوتوکسیک انتخابی علیه طیـف وسـیعی از تومورهـای انـسانی            
زیرا با توجه به افزایش بیان گیرنـده سـم          . مورد استفاده  قرار گیرد    
های متاستازی در مقایسه با انواع داروهـای         به ویژه در سطح سلول    

توانـد    سم می تنها یکبار استفاده داخل توموری از این   ،ضد توموری 
 In vivoاثرات مفیدی در بر داشته باشدکه لازم است در الگوهـای  

  .نیز مورد بررسی قرار گیرد
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